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Bu calismada fetal calf serumunun antibiyotik ile
sterilize edilmis taze aortik heterogreftlerdeki
fibroblast canliligina etkisi incelenmistir.

Kirkiki ristar siganin aortik kapaklart {i¢ grupta
(kontrol, Hank ve fetal calf solusyonu) incelenmistir.
Her grup inceleme zamanina gore (48, 96 ve 196
Saatler) kendi iginde fiige ayrilmitir. Fibroblast
canlilig1 flow cytometric yontem ile belirlenmistir.

Istatistiksel analiz fetal calf soluyonu grubunda
ozellikle 48. ve 96. saatlerde daha iyi fibroblast
canliligl oldugunu gostermistir. Fetal calf serumu
fibroblast canliligr {izerinde olumlu bir etki
yapmistir. Fetal calf serumu taze antibiyotikli aortik
allograft saklanmasinda diger solusyonlara alternatif
olabilir.

Anahtar sozciikler: Fetal calf serumu, heterogreft,
fibroblast
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Effect of Fetal Calf Serum on the Fibroblast
Viability of Fresh Aortic Heterografts

The present study examines the effect of fetal calf
serum on the fibroblast viability of fresh antibiotic
sterilized aortic heterografts.

Aortic valves of forty-two ristar rats are examined in
three (control, Hank’s and fetal calf solutions)
groups. Each group is divided into three groups
according to the time scale (48, 96 and 196 hours).
Fibroblast viability is measured by fow cytometric
assay.

Statistical analysis revealed better fibroblast viability
especially in 48 and 96 hours. Fetal calf serum has
additive effects on the viability of fibroblasts. Fetal
calf serum cen be used as an alternative solution
than the other ones fors fresh antibiotic sterilized
aortic allografts.

Fetal calf serum has additive effects on the viability
of fibroblasts. Fetal calf serum can be used as an
alternative solution than the other ones for fresh
antibiotic sterilized aortic allografts.

Key words: Foetal calf serum, heterograft, fibro-
blast

Giris

Aortik allograft kapak replasmanmin ilk defa
Ross (1) tarafindan tanimlanmasindan itibaren
gilinimiize kadar gegen siire igerisinde kullanim
alam1 giderek genisleyen bir yontem olarak,
ozellikle aort kapak replasmanlarinda kullanil-
maktadir.

Aortik allograftlar alternatif prostetik kapaklara
nazaran daha iyi hemodinamik performans gos-
termesi, antikoagiilasyon gerektirmemesi, mini-
mal tromboembolik komplikasyom goriilmesi

ve uzun donem dayanikliliklar1 (durability)
nedeniyle tercih edilmektedir (2,3). Allograft
kapaklarin durabilitesinin ise implantasyon
anindaki fibroblast canliligina bagli oldugu
kabul edilmektedir (4). Giiniimiizde bu canlilig1
uzun dénemde en iyi saglayan teknigin krayop-
rezervasyon oldugu kabul edilmekle birlikte, bu
yontemin uygulanabilmesi i¢in soguk nitrojen
tankina gereksinim oldugu i¢in, acik kalp cerra-
hisiyle yogun olarak ugrasan bircok merkezde
dahi krayoprezervasyon uygulanamamakta do-
norlerden elde edilen aortik homogreftler



antibiyotikle sterilize edilmis Hank’s soliisyo-
nunda saklanarak miimkiin olan en kisa siirede
alictya implante edilmektedir.

Bu deneysel hayvan calismamizda, aortik ho-
mogreftlerin taze olarak saklanmasinda kulla-
nilan solusyon degistirildiginde fibroblast can-
liliginda meydana gelen degisiklikleri ince-
lemeyi ve aortik heterogreftleri taze olarak daha
uzun siirelerde daha yiiksek canlilikta sakla-
may1 amagladik. Bu ¢aligma ile heterogreftlerin
iizerinde elde edilen sonuglarin homogreftler
icinde gegerli olabilecegi noktasi klinik uygu-
lamaya geciste yararli olabilecegi diisiin-
cesindeyiz.

Materyal ve Metod

Aortik homogreftlerin hazirlanmasi ve saklan-
masi; Bu calisma Marmara Universitesi Tip
Fakiiltesi Deneysel Calisma Etik Kurulunca
incelenmis ve onaylanmistir. Hayvanlarin
sakrifasyonu da Etik Komitemizin kabul ettigi
yontemlere gore yapilmstir.

Calismada kirkiki adet ortalama 300 gr agirhi-
ginda ristar sican aort kapagi inceleme igin
kullanilmistir. Tiim aortik heterogreftler hay-
vanlar sakrifiye edildikten sonra sterilizasyon
sartlarina azami Olgiide riayet edilerek medyan
sternotomiye kalp ve ¢ikan aorta biitiin alarak
cikarilarak saklama solusyonlarma konul-
mustur. Inceleme dncesinde aortik homogreftler
2.5 biiylitmeli cerrahi gozliik kullanilarak ¢ikan
aorta ve kalpten diseke edilerek hazirlan-
mislardir.

Siganlar {i¢ gruba boliinerek incelemeler yapil-
mistir. Birinci grupta 6 adet sigan aortik hete-
rografti ¢ikarildiktan iki saat sonra incelenerek
bazal fibroblast canliligl Ol¢iilmiistiir. Bu o6l-
climler istatistiki karsilastirmada kontrol grubu
degerleri olarak kabul edilmistir.

Ikinci gruptaki 18 aortik heterogreft antibi-
yotikle sterilize edilmis “Hank’s soliisyonunda”
+4 °C’de saklanarak 6’11 gruplar halinde 48., 96.
ve 168. saatlerde fibroblast canliligi oOlgiil-
miustiir.

Ucgiincii gruptaki 18 aortik homograft ise yine
+4 °C %19 fetal kalf serumuyla zenginles-
tirilmis TC-199 kiiltiir medyumuna %5 HEPES
buffer ve Hank’s soliisyonunda bulunan antibi-
yotikler hastanemiz eczanesinde ayni oranda
(Cefoxitine 1000 mg/lt, Lincomycin 600 mg/It,
Vancomycin 500 mg/lt, Polymixine B 500
mg/lt, amphotericine B 100 mg/lt) ilave edile-
rek yapilarak elde edilen “Fetal Calf Koruyucu
Solusyonunda” saklanmistir. Yine 48., 96. ve
168. saatlerde fibroblast canlilig1 6l¢iilmiistiir.

Fibroblast Canliligmin Olgiilmesi;

Aortik heterogreftler %0.5 tip II Kollejenaz
(Sigma Corp, St. Louis MO) iceren Eagle’s
minimal essential medyuma (MEM) koyularak
oda sicakliginda 5 dakika bekletildi. Endoteliyal
tabaka dikkatli bir sekilde uzaklastirildiktan
sonra aort kapagi fosfat buffer soliisyonuyla
(PBS) yikanarak mikromaks vasitastyla kiiciik
parcalara boliiniip, parcaciklar tekrar %0.5’1ik
tip II kollejenaz iceren MEM’e konulup oda
sicakliginda 20 dakika bekletildi ve manyetik
karistirict ile yaklasik bir dakika karistirildi. Bu
soliisyon filtreden (Falcon Cell Strainer-Becton
Dickinson, Lincoln Park, NJ) gecirilerek elde
edilen supernatant, i¢inde buzdolabindan yeni
¢ikarilmig ve %10 oraninda fetal kalf serumu
iceren MEM bulunan test tiiplerine transfer
edilerek 1.800 devir/dakika ile 8 dakika
santrifiije edildi. Elde edilen ¢okiintii fibroblast
hiicre 6rnegi olarak kullanildi. Cokiintii {izerine,
boyama amaciyla igcinde 1 mol/L fluorescein
diacetate (FDA, (sigma Corp, St. Luis MO)
iceren PBS ilave edilerek 10 dakika bekletildi.
Hiicreler tekrar PBS ile yikanarak fibroblastlara
baglanmayan FDA wuzaklastirildi. Cokiintii
iizerine tekrar 1 mol/lt propidium iodide (PI,
Sigma Cokp, St. Luis MO) ilave edilerek 3-5
dakika icinde flowcytometrik yontemle (Flow-
cytometride, FACScan; Becton Dickinson) de-
gerlendirildi. FDA pozitif ve PI negatif hiicreler
canli fibroblast olarak degerlendirildi. Herbir
inceleme i¢in minimum 15.000 hiicre sayild1 ve
canlilik yiizdeleri 0., 48., 96. ve 168. saatlerde
kaydedildi.

Bu sonuglar Friedman Non-parametrik Tekrar-
lanmis Olgiim, Dunn Coklu Karsilastirma ve



Mann Whitney testleri kullanilarak Marmara
Universitesi Tip Fakiiltesi Bioistatistik bolii-
miince istatistiki olarak incelendi.

Bulgular

Kirkiki denek hayvanindan alinan aortik hete-
rograftlerin flowsaytometri ile 0., 48., 96. ve
168. saatlerde Olgiilen fibroblast canlilik
yiizdeleri Tablo 1°de verilmistir.

Hank’s Soliisyonu ve Koruyucu Soliisyon
gruplart kendi icinde 0., 48., 96. ve 168. Saat-
lerdeki sonuglart Friedman Tekrarlanmis kar-
silastirilmis Olgiim testine gore anlamli olarak
(p <0.0001) bulunmustur.

Hank solusyonu grubunda saatlere gore elde
edilen fibroblast canlilik ylizdeleri ise Dunn
Coklu Karsilastirma Testi kullanilarak istatistik
olarak incelendiginde Tablo 2’de verilmistir.

Bu sonuglara gore 0. saat ile 96. saat, 0. saat ile
196. saat ve 48. saat ile 196. saat arasinda
istatistiki olarak anlamli fark bulunmustur. Bu
fark 0. saat ile 168. saat arasinda daha acik bir
sekilde gozlenmistir (p < 0.001).

Koruyucu solusyon grubunun sonuglari da
yukarida anilan ayni istatistiki test ile zamanlara
gore karsilagtirmali sonuglar1 Tablo 3’de veril-
mistir.

Bu sonuglara gore 0. saat ile 48., 96. ve 168.
saatler arasinda istatistiki olarak anlamli bir
farklilik saptanmustir.

Koruyucu solusyon grubunun ayni saatlerdeki
fibroblast canlilik yiizdelerinin Hank Solusyonu
sonuglari Mann Whitney Testi kullanilarak
karsilastirilmis ve sonuglar1 Tablo 4’de wveril-
mistir.

Tablo 2. Hank Solusyonu grubunda elde edilen sonuglarin
kendi i¢inde saatlere gre Dunn Coklu Karsilagtir-
ma Testi ile incelenmesi.

Kargilagtirma p degeri Anlamlh
0. saat x 48. saat p>0.05 -
0. saat x 96. saat p<0.05 +
0. saat x 168. saat p<0.05 +
48. saat x 96. saat p>0.05 -
48. saat x 168. saat p<0.05 +
96. saat x 168. saat p>005 =

Tablo 3. Koruyucu Solusyon grubunda elde edilen sonug-
larin kendi i¢inde saatlere gire Dunn Coklu Karsi-
lagtirma Testi ile incelenmesi.

Kargilagtirma p degeri Anlaml
0. saat x 48. saat p <0.05 +
0. saat x 96. saat p <0.05 +
0. saat x 168. saat p<0.05 +
48. saat x 96. saat p>0.05 -
48. saat x 168. saat p>0.05 -
96. saat x 168. saat p>0.05 -

Tablo 4. Koruyucu Solusyonun fibroblast canhilik yiizde-
lerinin saatlere Hank Solusyonu grubu ile karsilag-
tirilmasi.

Koruyucu x Hank Solusyon Saatleri  p degeri ~ Anlaml

48. saat p <0.05 +
96. saat p <0.05 +
168. saat p<0.05 +

Elde edilen bu sonuglar degerlendirildiginde
koruyucu grubun Hank solusyonuna gore can-
lilik agisindan anlamli bir farklilik gosterdigi ve
bu farkliligin 48., 96. ve 168. saatlerin tiimiinde
izlendigi ancak 48. ve 96. saatlerde istatistiki
olarak anlamlilik agik bir sekilde goriilmesine
karsin bu farklilik 168. saatte anlamliligini
korumak ile birlikte fark azalmaktadir.

Tablo 1. 42 denekden alinan aortik heterogreftlerin fibroblast canliliklarinin yiizde olarak sonuglari.

Hank’s Soliisyon Grubu Koruyucu Soliisyon Grubu

Denek 0. saat 48. saat 96. saat 168. saat 48. saat 96. saat 168. saat

1 93.8 86.7 66.2 424 90.1 75.2 50.4

2 92.0 80.5 71.2 36.2 91.6 78.6 51.6

3 91.6 72.8 68.5 40.6 88.2 80.1 45.2

1 95.3 84.2 65.7 387 93.2 81.5 40.1

5 97.4 88.3 66.8 413 92.6 78.7 55.3

6 92.5 78.5 72.4 427 88.5 79.2 52.6
Mean+SD 93.7+2.1 81.8+2.3 68.4+2.7 40.3+2.8 90.7+2.1 78.8+2.1 492422

SS: Standart Sapma



Tartisma

Hank ve Koruyucu solusyonlarda 0. saatte baz
alinmak tizere 48., 96. ve 168. saatlerde fibro-
blast canliligina bakildiginda (Tablo 1); Hank’s
solusyonunda belirlenen saatlere gore sirasi ile
fibroblast canlilik yiizdeleri 81.8 + 2.3, 68.1 £
2.3 ve 40.3 + 2.8 iken, koruyucu solusyon gru-
bunda gene ayni sira ile 90.7 £2.1 ve 49.2 £ 2.2
olarak saptanmustir. Zaman igerisinde fibro-
blastlar canliliklarm1 her iki grupta da yitir-
mektedirler. Fibroblast canliligindaki azalma
istatistiki olarak anlamlidir (p < 0.0001).

Her solusyon kendi i¢inde incelendiginde (tablo
2); Hank’s solusyonu grubuna dogal olarak her
zaman diliminde, bir 6ncekine gore fibroblast
canliliginda anlamli olarak bir azalma goster-
mektedir. Bu sonuglar incelendiginde 0. ve 196.
saatler arasinda daha anlamli bir fark bulun-
maktadir.

Koruyucu solusyon grubunda ise 0. saatteki
bazal degerlere gore 48., 96. ve 168. saatlerde
fibroblast canliliginda anlamli bir azalma
goriiliirken 48., 96. ve 196. saatler arasindaki
kargilagtirmada fibroblast canliligindaki azalma
istatistiki anlamini yitirmektedir (Tablo 3).

Koruyucu solusyon grubunun ayni saatlerde
Hank’s solusyon grubuna gore fibroblast can-
lilik ylizdeleri karsilastirildiginda (Tablo 4);
48., 96. ve 196. saatlerde anlamli bir fark daha
da anlamli olarak izlenmektedir (p < 0.005).
196. saatte ise istatistiki olarak anlamli devam
etmek ile birlikte fark azalmaktadir (p < 0.05).

Aortik allograftlerin kullanima girmesi ile
birlikte klinik olarak dayamkliligin kapakeik-
lardaki fibroblast canliligina bagl oldugu ifade
edilmistir (5,6).

Hangi koruma solusyonu ya da yontemi segile-
cek olursa olsun klinik uygulamada donor kalp
atimi1 durmasi ile harvesting arasinda gecgen za-
man kapakgik hasarina neden olmaktadir (7-9).

Bu konuda sicak iskemi zamani fibroblast
canliigim etkileyen 6nemli bir faktér olarak

goriilmektedir (10-12). Fibroblast canliligin
ozellikle kapak matriksinin biitinliigii agisindan
Oonem tagimaktadir. Bunun yaninda fibroblastlar
doku canliligt agisindan da arastirilmasi
gereken ideal hiicreler olarak degerlendiril-
mektedirler (13). Fibroblastlar aminoasitler ile
birlikte kollajen prokiirsorlerinin sentezinde go-
rev almaktadirlar. Bu nedenden dolay1 seliiler
matriks olusumunda yukarida belirtildigi {izere
stratejik oneme sahiptirler. Bu 6nem de direkt
olarak aortik kapaklarin canliligimi ve daya-
nikliligini etkilemektedir.

Fetal calf serumunun uzun siireli saklamalarda
endotel canliligina olumlu etkisi oldugu
bildirilmistir (14). Fibroblast canliligi konusun-

da literatiirde bir yaym bulunmamaktadir.

Bu bulgular 1s18inda Hank solusyonuna gore
fetal calf serumu ile elde edilen koruyucu solus-
yonumuzun aortik heterofreftlerdeki fibroblast
canliliginin daha uzun siire korudugu goriil-
mektedir. Fetal calf serumunun endotel canlili-
ginin yaninda fibroblast canliligina da olumlu
etkisi gosterilmistir. Bu sonuca gore taze anti-
biotik solusyonlarina karsin fetal calf serumu da
saklanma agisindan degerlendirilmesi gereken

bir se¢enek olarak gozlenmektedir.
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